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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Kombination von paralleler Oligonukleotidsynthese und Darstellung von Oligomer-Chips 

@) Die Erftndung betrifft ein Verfahren zur parallelen Synthe- 
se von Oligonuldeotiden auf einer AJkylsfTiino-modifizierten 
Matrixoberfiache, dadurch gekennzeichnet, daS 3-Succinat- 
Derivate von geschutzten Nuideosiden darauf angebracht 
werden und Oligonukleotidsynthese mrttels automatisieiter 
DNA-Synthese stattfindet. Die ErRndung betrifft ferner die 
Verwendung des bei dem Verfahren entstehenden OHgo- 
mer-Chips. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verf ahren zur Kombination von parafleler Oligonukleotidsynthese iind Dantellune 
vonOligomer-Chips. 

5 Angeregt durch die Kombination von Festphasentechnologie and der Phcsphoramiditcheniie, gab es groBe 
Fortechntte in der Automation der DNA-Synthese. Heute findet die Herstellung synthetischer OOgonukleotide, 
die fur biologische, biomedizinische und physikalische Anwendungen gebraucht werden, m automatisierten 
DNA-Synthesegeraten statt Diese Derate produzieren Oligonukleotide im Nano- bis Mikromol-Bereich. Je- 
doch gab es m den ietzten Jahren zwei gegenlaufige Tendenzen bezuglich der Oligomersynthese. Fur kiinische 

10 Anwendungen, wie z. B. fCir die Antisense-Strategie, sind Gramm- oder sogar Kilogramm-Mengen an Oligonu- 
kleotiden erforderlich, was eine Erhohung des MaOstabs bei der Oligomersynthese notwendig macht Dagegen 
sind fur Anwendungen in der Molekularbipiogie, z. B. bei der Polymerasekettenreaktion oder beim Sequenzie- 
ren von DNA, nur Oligomermengen im Picx>molbereich erforderUch. AMerdings werden fur diese Anwendungen 
erne Anzahl unterschiedlicher Oligonukleotide benotigt Dies hat das Problem aufgewcHf en, gleicfazeitig ver- 

15 ^hiedene Oligomere in kleinen Mengen produzieren zu mOssen. Andererseits spielt in der Molekularbiologie 
sogenannte *OIigomer-Chq>Tedmologie''eine zunehmende Rolle inderdiagnostisdien DNA-Analyse. Auch 
bezughch vieler Methoden der Genomana^e, z. B. fOr das "Sequenzieren durch Hybridisieren", steckt ein 
groBes Potential in der Verwendung von Matrizen, auf die geordnete Oligonukleotid-Raster aufget»^ht wur- 
den. 

20 Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb darin, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem es 
moglich ist, auf einfache Weise moglichst verschiedene Oligonukleotide bereitzustellen, die einerseits als ''Oligo- 
mer-Chips^ fur Hybridisierungsexperimente dienen konnen, andererseits aber auch geordnet abldsbar und somit 
verfugbar fur molekularbiologische Reaktionen wie PGR oder DNA-Sequenzierung sind 
Gel6st wird diese Aufgabe durch ein Verfehren gem§B Patentanspruch 1, Bevorzugte Ausfuhrungsformen 

25 ergeben sich aus den Unteranspruchen. 

Die Erfinder sind bei der Entwicklung ihres neuen Verfahrens von der "Oligomerchip-Technolo^e'' (Southern, 
EAL et aU Genomics 13, 1008-1017; Caviani-Pease, A.a et aL, Proa Nad. Acad SfcL USA. 91, 5022—5026) 
ausgegangen, die bisher fur die Sequenzierung von DNA eingesetzt wurde. Bei dieser Technik wird eine Matrix 
mit kiirzen daran gebundenen Oligonukleotidsequenzen als Ziel fur Hybridisierungsexperimente eingesetzt 

30 Dabei wird darauf geachtet, daB die an die Matrix gebundenen Oligonukleotide f est damit verbunden sind 

Von den Erfindera wurde nun diese Bindung der Oligonukleotide an die Matrix so modifiziert, daB es 
^erseits moglich ist, den entstehenden Oligomerchip zu Hybridisierungsanalysen von DNA mittels Oligomer- 
chip-Technologie einzusetzen oder die Oligonukleotide geordnet abzuldsen, um sie dann fur PCR-Zwecke oder 
bei der enzymatischen Sequenzierung von DNA bzw. als Sonde fur Hybndisierungen einzusetzen. 

35 Als Matrix, auf der die Oligonukleotide gebunden werden, kann eine Polymerfoiie oder erne Glasoberflache 
eingesetzt werden, bevorzugt ist jedoch eine aminierte Polypropylenfolie, die weiter oberflachenmodifiziert 
wud Erne mogtiche Oberflachenmodifcderung ist die Anbringung von Alkylamino-Gruppen, bevorzugt Methy- 
iamino-Gruppen. Dies geschieht beispielsweise dadurch, daB eine ammierte Polypropylenfotie in einem Gemisch 
von trockenem Dichlormethan, trockenem Dioxan, p-Nitrophenylchlorformiat und Triethylamin fur einige 

40 Stunden geschQttelt wird Nach Waschen mit Dichlormethan, wird die Folic in einem Gemisch von Pyridin und 
Acetanhydrid fur einige Stunden geschuttelt, wodurch verbliebene Aminogruppen auf der Oberflache abgesSt- 
tigt werden, Nachfolgend wird die Folic mit Dichlormethan gewaschen und in Acetonitril oder Dimeth^orma- 
mid aufgenommen. Es wird l,6-Bi5(methylanimo)-hexan zugesetzt und das Gemisch fur einige Stunden bis 
mehrere Tage geschuttelt Nach Waschen mit DMF, Methanol und Aceton, wird die Medi^amino-modifizierte 

45 Membrangetrocknet 

Erne vorstehende Matrix, insbesondere eine Metfa^amino-modifizierte Membran, kann in eine Synthesekam- 
mer, Z.B. dne wie in Abb. 1 gezagt, emg^annt werden. Auf die Matrix konnen 3'-Succinatderivate von 
geschatzten Nukleosiden {dA^^. dCNP&< dGNPEOC/NPE ^ Fluorescein-markiertes dQ aufgebracht 
werden, wobei die 3'-Succmatderivate wie in Kierzek et aL (Biochemistry 25, S. 7840-7846 (1986)) beschrieben, 

50 hergesteUt werden kdnnen. Fiir das Aufbringen werden gewunschte Nukleosid-3'-Sucdnate mit einem organi- 
schen Losungsmittel. z. B. N-Methyhnorpholin und Acetonitril, gemischt, bevor 0-[(EthoxycarbonyI)cyanome- 
th3denamino]NJ4J^'J>J'.tetramethyluroniumtetrafluorborat (TOTU) zugesetzt wird. Dieses Reaktionsgemisch 
wird in die Synthesekammer gespeist und ein emfacher voreingegebener Z>4dus in der Kammer akdviert Dieser 
Zyklus sieht beispielsweise so aus, daB die Reihen auf der Mauix, vorzugsweise der Methylamino-modifizierten 

55 Polypropylenfolie, mit dem Reaktionsgemisch bef euchtet werden und fur eine bestmunte Zeit, z. B. 30 Minuten, 
inkubiert werden. Dann werden die Reagentien abgespult und die Reihen emige Male mit ^em organischen 
Losungsmittel, wie Acetonitril, gewaschen. Zum Blockieren der restiidien Metfaylaminogruppen auf der Matrix 
word diese mit einem Gemisdi von Pyridin umi Acetanhydrid fOr mehrere Stunden behandelt Altemativ kann 
die aus der Synthesekammer entfemte Matrix in einem Gemisch von Acetanhydrid, Pyridm und N-Meth^limida- 

60 zol behandelt werden. Nadi Waschen mit DMF, Methanol und Aceton wird die Matrix getrocknet 

Fiir die <Migonukleotidsynthese kann es giinstig sein, nachstehendes Schema zu verwenden. Zur Durchfuhrung 
eignet sich z. a die in Fig. 1 gezeigte Synthesekammer. Modifikationen des Schemas hinsichtlich Abfolge der 
Schrine, Austausch der Reagentien bzw. Losungsmittel und Inkubationszeiten liegen im Kdnnen des Fachmanns 
und das Schema soli fur die Erfindung in keinster Weise beschrankend ausgelegt werden. 
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TabeUe 1 

Schema einer Oligonuklcrotidsynthese 

Schritt • Reaoenz oder Losunosmtttel Zeit fs) 

Waschen Acetonitril 30 

Detrityiiening 3 % TCA in Dichlormetfian 80 

Waschen Acetonitril 210 

Koppein 75 mM Phosphoramidit + 

0,5 M Tetrazol in Acetonitril 40 

Waschen Acetonitril 30 20 

Ablosen Acetanhydrid/N-Metiiylimidazoi 

in Acetonitril 50 



Oxidation 1 M t-Butylhydroperoxid in 

Acetonitril 130 



Waschen Acetonitril 120 



10 



15 
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Nach vollstandiger Synthese wird die Matrix aus der Synthesekammer entfemt und in 1 M 13*Diazabicyclo- 35 
(5.4.0)-undec-7en (DBU) in AcetomtrO zur Deprotektion der Ollgonukieotide geschuttett Vor dem Einsatz in 
Hybridisieningsexperimenten oder dem Ablosen der Oligomere wird die Matrix gewaschen» z. mit Acetonitril 
imd Aceton. 

Zum Ablosen der einzelnen Ollgonukieotide wird die gewunschte Flache des entstandenen Oligomerchips 
ausgeschniuen und nach einer Inkubation in 30% waBrigem Ammoniak fiir einige Stunden, z. B. 2 Stunden, 40 
werden die abgeldsten Oligonukleotidprodukte lyophilisiert und fur die PGR oder DNA-Sequenzierungsmetho- 
dengenutzt 

Bei der vorstehend beschriebenen NPE/NPEOC-Strategie werden die p-eliminierende Basenschut^gruppen 
2-Nltrophenylethyi (NPE) und 2-(4'NitrophenyI)ethoxycarbonyl (NPEOC) verwMidet Diese Funktionen eriao- 
ben die Deprotektion des Biopolymers durdi die starke* aber nicht-auklec^hile Base DBU» wahrend die Oligo- 45 
nukieotide auf der Matrix gebunden bfeiben. 

IMe vorliegende &findung wird nun waiter mit Bezug auf die folgenden Abbildungen beschrieben: 

Abb. 1 Reaktionskammer fur die Oligonukleotidsynthese auf Polypropyienfotie, wobei das Gerat so ausge- 
richtet ist, daB es eine 90** Rotation der Polypropyienfolie zwischen den Syntheseschritten eriaubt. 

Abb. 2 Anbringung einer Probe und Ablosung durch Ammoniak (NH4OHX verwmdet fur die Standardsyn- 50 
thesefreierOngonuldeotide(a)undnirdieHerstenungvon01igonukleodd-Anordnungen(b}^ = 0;X = NH, 

Abb. 3 Abtrennung der F^^hasen-gebundenen Oligonukleotide von der OberfMldie. Anwendung der T^PE/ 
NPEOC-Strategie" erlaubt die altemadve Verwendung der Oligomerchips fur entweder Hybridisierungsexperi- 
mente (Opticm I) oder als Quelle fur die Isolation einzelner Primermolekule (Option 

Abb. 4 Aktiviening der Methjrlamino-modifizierten PolypropsienfoSe and Kopplung der geeignet gesdiQtz- 55 
ten Nukleoside, 

Abb. 5 Exemplarische Ifybridisierungen za Oligomenmordnungen auf Polypropylenmembranen. 
(aX (b): 4 versdiiedene Startnukleoside, dC*""^ (Saulen 3, 7% dA*^^ (Saulen i 6X dC?* (Saule I) und dC° 
(Stolen 4, 8) wurden an eine Polypropyienfolie unter Verwendung eines 8-Kanal-Synthesegerats aufgebracht 
Die Folie wurde dann aus der Reaktionskammer entfemt und um 90^ gedreht Nacfaf olgend wurden 7 verschie- 60 
dene Oligonukleotide synthetiaert (A— H^, die 49 Platze mit 28 verschiedenen Sequenz^ erzeugen. EIn Kanal 
wurde in beiden Dimensionen als KontroHe leer gelassen (Spuren 5 und DX Nadi Oligomerdeprotektion wurden 
einige Platze (z. B. B2, 6» 8; C8; E8) zur Analyse ausgesdmitten. Die verbleibende Fofie wurde mit einem (a) 9-mer 
d{CTATAGTGA) und (b) einem 12-mer d(GAii) hybridisiert Komplementare Sequenzen sind unterstridien. In 
(c) und (d) wurde die Folie zwisdzen den Syntheseschritten um 90* gedreht Es wurden Nonamere hybridisi^ 65 
deren Sequenzen Bruchpunkte der Synthese abdecken* 

Abb. 6 PCR'AmpIifikation ^nes Plasmid-Inserts. Beide kommerziellen Primer wurden fur die Reaktion ver* 
weadet, die in Spar 1 aufgetragen ist In den Spuren B und C wurde jeder d^ Primer duicfa Oligonukleotide 
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ersetzt, die von einem 0,16 cm^ Stuck der erfindungsgemaB behandelten Polypropylenfolie isofiert worden sind- 
Marker (Spur D) ist Hindin-verdaute X-DNA and mit Fspl gesdmittene Plasmid pUC18-DNA. 



Ein Polyoxymethylen (POM>Block wurde so hergesteUt, daB er 8 Kai^e von jeweils 1 mm Tiefe, 70 mm 
Lange und 4 nmi Breite mit 2 Ldchem an betden Enden fur den Anschlufi an den EinlaB und AusIaB eines 
ubhchen DNA-Synthesegerats endialt Der Polypropylenfilm wurde durch erne Silikonabdiditung und einen 
Plexiglasdeckel, der auf die POM-Basis geschraubt ist, an Ort und Stelle gehalten (Fig. 1). Um eine perfekte 

10 Abdichtung zu erfaalten, wurde auf das gesamte Gerat mlttels einer Klammer zusatzlicher Dnick angewendet 
Durch Entfemen der Polypropylenfolie nach einem einzelnen oder mehreren Zyklen, Rotation um 900 und 
fortgesetzte Synthese erlaubt dieses einfache und kleine Instrument die Synthese von bis zu 64 verschiedenen 
Oligomeren. Kne aminierte PolypropjdenfoUe (8 x Scm^) wurde in einem Gemisch von 25 ml trockenem 
Dichlormethan, 25 ml trockenem Dioxan, 0^ g p-Nitrophenyichlorformiat und 160 pi Triethylamin fur 2 h bei 

15 Raumtemperatur leicht geschuttelt Nach Waschen mit Dichlormethan wurde die Folie in einem 1 : 1-Gemisch 
von Pyndm und Essigsaureanhydrid fur 2 h geschuttelt, wodurch die auf der Oberfladie verbUebenen Amino- 
gruppen abgesattigt wurden. Nachfolgend wurde die Folic mit Dichlormethan gewaschen und in 50 ml Acetoni- 
tril Oder Dunethylformamid (DMF) aufgenonunen; es wurden 0^ ml l,6-Bi&<methylamino>-hexan hinzugefugt 
und das Gemisdi wurde bei 40^*0 fur 48 h geschuttelt Nadi aufeinanderfolgendem Waschen mit DMF, Metha- 

20 no! und Aceton wurde die Methylamino-modifizierte Propylenfolie getrocknet und bei 4* C aufbewahrt 

3'-Succinatderivate von geschfitzten Nukleosiden (dA^PE^c dC^PEOC ^iQNPEOcyNPE ^ Fluorescein- 
markiertes dC (= dCP) wurden durch das von Kierzek et aL (Biochemistry 25, Seiten 7840-7846 (1986)) 
beschnebene Verfahren hergestellt und auf einer Methylamino-modifizierten Polypropylenfotie, nach Befesti- 
gen der Folie in dem Polyoxymethylen-Block, aufgebracht. Dazu wurden 5 mg des gewunschten Nukleosid- 

25 3'-Succinats mit 25 ^l N-Methyhnorpholin und 10 ml Acetonitnl vor Zugabe von 4 mg TOTU gemischt Die 
Rasche mit dem Gemisch wurde sofort mit einem DNA-Synthesegerat verbunden und ein einfacher vorpro- 
gramunierter Zyklus m dem Gerat wurde aktiviert: zuerst wurden die Reihen mit dem Reaktionsgemisch benetzt 
und die Reaktion wurde 30 min inkubiert; dann wurden die Reagenzien mit Argon fortgespult und die Reihen 
wurden emige Male mit Acetonitril gewaschen. Um restliche Methylamino-Gruppen auf der Polypropylenfolie 

30 zu blockieren, wurde Essigsaureanhydrid und N-Methylimidazol in Acetonitril aufgebracht Altemativ wurden 
die derivadsierten Polypropylenmembranen aus der Kammer entfemt und in einem Gemisch von 10 ml Esag- 
saureanhydrid, 10 ml trockenem Pyridin und 1 ml N-Methylimidazol for 2 h in einer P^iypropylenbox geschut- 
telt Nadi nachfolgendem Waschen mit DMF, Methanol und Aceton wuiden die FoUen getrocknet und bis zur 
Verwendung bei 4* C aufbewahrt 

35 Die Ofigonukleotidsynthese wurde auf der Polypropylenfolie wie in der vorstehenden Tabelle 1 ersichdich 
ausgefuhrt Nach kompletter Synthese wurden die Folien aus der Kammer entfemt und in 1 M-DBU in 
Acetomtril m emer Polypropylenbox bei 40*^0 fiber Nacht geschuttelt Die Membran wurde mit Acetonitril und 
Aceton gewaschen, bevor sie entweder fur Hybridisierungsexperimente oder zum Abldsen der Oligomere 
eingesetzt wurd& 

40 OBgonukleotidsonden wurden mit [y^P] ATP unter Standardbedingungen endmarkiert Die Oligomeranord- 
nungen wm^en m 600 mM NaCI, 60 mM Natriumcitrat. pH 7 A 7;2% Natrium-N-Lauroylsacrosin fur 1 h 
prahybridisiert und dann in 10 ml derselben Losung, die ungefahr 1 Mcpm radioaktiv mariderte Oligomersonde 
(Konzentradon = 6 pioomol/ml) enthielt, fur 18 h bei 4'»C inkubiert Nach 30minutigem Waschen bei4**C wunle 
erne Autoradiographic bei -70'* C durchgefuhrt Die Sonden wurden von den Folien durch Inkubation in 

45 Hybridisierungspuffer bei 65^*0 fur 3 h abgeldst Die Ergebnlsse der Hybridisierungen sind in Abb. 5, insbeson- 
dere den Abb. 5A und 5B^ gezeigt 

Zum Ablosen der einzehien Oligonukleotide wurden die gewunschten Plitze der Oligomeranordnung auf der 
Polypropylenfolie ausgeschnitten. Nach Inkubadon in 30% waBrigem Ammoniak f Or 2 h wurden die abgeldsten 
OUgonukleotidprodukte lyophilidert und fur die PGR und DNA-Sequenaerungsexperimente ohne weitere 

50 ReimgungeingesetzL 

Um die l^ung der Oligomere ffir die PGR zu testen, wurde eine PGR bei dem rekombinanten Plasmid 
pl^lSR onter Standardbedingungen, wie bereits fruher beschrieben (Scholler et aL. Nucleic Acids Res. 23, 
Seiten 3842—3849, (1995)) durchgefuhrt Primer waren 26- und 29-Mere, die an den Vektor direkt neben jeder 
Seite der Insert-DNA binden. Ene Oligonukleotidmenge, die einer Flache von 0, 16 cm^ der Polypropyienober. 

55 flache entsprach. wurde in den Reakdonen mit 25 jd Volumen verwendet Eme PGR wurde ausgefuhrt: Primer- 
Annealuig und Extension bei 68*C Su-angdenaturierung bei 95**C Auf einem Agarosegel wurden die Produkte 
mit den Ergebnissen vergUchen, die mit ubiichen kommerziellen Primermolekulen erfaalten wurden. die in einer 
Konzentradon von 1 \tM eingesetzt worden waren Wie aus Abb. 6 ersidididi. ergab sich kern signifikanter 
Unterschied b^glidi Qualitat und Quantitat der PCR-Produkte 

GO Audi die Verwendung in emer enzymatischen Sequenzieniogg^alcdon zdgte^ daS <fie erfindungsgemaB 
erhaltenen und abgeldsten Oligomere gegenuber kauflidien keine signifikanten Qmlititsuntenchiede zeigen. 

Patentansin^die 

fis 1. Verfahren zur parallelen Synthese von OUgonukleotiden auf einer AUqrlamino-modifizierten Matrixober- 

fiadie, dadurch gekennzeichnet, daB 3-Succinat-Derivate von geschutzten Nukleosiden darauf angebracht 
werden und Oligonukleotidsynthese mittels automatisierter DNA-Synthese stattfindet 
2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Matrixoberflache mit Methylamino-Gruppen modifiziert ist 



4 



BNSDOCID: <DE_19e25397AlJ_> 



DE 196 25 397 Al ^ 

3. Verfahren nach Anspnich 1 oder 2, wobei die 3'-Succinat-Derivate von dA^^^, dC*^^*^, ^jqNPEOC/ 
NPE^ dT und Fluoresceui*markiertem dC sind 

4. Verfahren nadi emem der AnsprOche 1 bis 3, wobei die Matrix in einer Synthesekammer mit mehreren 
Kandlen eingespannt isL 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Matrix aus <Ma$ oder einem Polymer, bevorzugt s 
Polypropylen, ist 

6. Verwendung des bei dem Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 entstehenden Oligomer-Chips in 
Hybridisierungsexperimente oder als Quelle hochqualitativer Biopolymere. 
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